伴t（12;21）（p13;q22）细胞遗传学异常的急性淋巴细胞白血病（ALL）占儿童ALL的20%\~25%，易位导致位于染色体12p13的TEL基因和位于染色体21q22的AML1基因断裂、重接形成TEL-AML1融合基因[@b1]--[@b2]。在NCCN指南（2015.V2）中，将TEL-AML1更名为ETV6-RUNX1。此前有研究者报道该亚型患者预后较好，虽然常出现晚期复发，但5年无事件生存（EFS）率可达80%\~97%[@b3]--[@b5]。de Haas等[@b6]认为ETV6-RUNX1融合基因可作为微小残留病（MRD）标志，在诱导化疗后的表达水平有重要的预后价值。但该融合基因能否作为异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）后MRD的预测指标尚未见报道。在本研究中我们对ETV6-RUNX1融合基因阳性的儿童ALL患者allo-HSCT后该融合基因的表达进行动态检测，观察其与疾病复发及治疗的相关性，为移植后该类型患者临床复发的干预及治疗提供依据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2009年5月至2016年3月在我院行allo-HSCT且伴ETV6-RUNX1融合基因阳性的13例儿童ALL患者为研究对象，所有患者均经临床、细胞形态学、流式细胞术、分子学及细胞遗传学检查确诊，诊断参照文献[@b7]标准。

2．移植预处理方案及移植物抗宿主病（GVHD）的预防：HLA同胞相合患者采用改良白消安/环磷酰胺（Bu/Cy）方案，HLA配型不合患者在改良Bu/Cy基础上加用抗胸腺细胞球蛋白（ATG）[@b8]。所有患者均接受环孢素A+吗替麦考酚酯+短程甲氨蝶呤预防GVHD。

3．标本采集：分别于初诊、移植前、+30 d、+60 d、+90 d、+180 d等多时间点留取患者骨髓标本4 ml，EDTA抗凝，分离骨髓单个核细胞，采用TRIzol法提取细胞总RNA，逆转录为cDNA后存放于−80 °C冰箱备用。

4．ETV6-RUNX1融合基因的定量检测：采用ABI Prism 7500型荧光实时定量（RQ）-PCR仪（美国ABI公司产品）进行检测，相关试剂为仪器配套产品。反应体系10 µl：上、下游引物各0.3 µmol/L、TaqMan探针0.2 µmol/L、2×TaqMan通用PCR公共体系5 µl、cDNA 1 µl（相当于100 ng RNA）。引物序列ETV6-RUNX1上游引物：5′-CTCTGTCTCCCCGCCTGAA-3′，下游引物：5′-CGGCTCGTGCTGGCAT-3′；探针序列：（FAM）-TCCCAATGGGCATGGCGTGC-（TAMRA）[@b9]。PCR条件：50 °C 2 min，1个循环；95 °C 10 min，1个循环；95 °C 15 s，62 °C1 min，40个循环。内参基因为ABL。融合基因表达水平（%）=ETV6-RUNX1融合基因拷贝数/ABL基因拷贝数×100%。

5．免疫残留及Wilms tumor 1（WT1）基因检测：参照文献[@b8],[@b10]方法，采用8色流式细胞术（FCM）检测免疫残留，阳性指检测到表型异常淋系幼稚细胞，比例≥0.01%。采用实时定量PCR法检测WT1基因表达水平。WT1表达水平由以下公式计算：WT1基因表达水平（%）=WT1拷贝数/ABL拷贝数×100%，\<0.6%为阴性。MRD阳性定义：连续2次WT1≥0.6%，或连续2次FCM检测阳性，2次间隔时间至少2周；或同一次标本WT1\>0.6%且FCM检测阳性。

6．随访及疗效判定：所有病例通过门诊复查或电话进行随访，随访截至2016年10月18日，中位随访时间805（108\~2 724）d。观察患者一般情况、复发及干预措施、生存情况，监测移植后MRD。

复发包括血液学复发、髓外复发，均通过骨髓形态学检查或组织病理学检查确诊。对MRD阳性患者进行的干预措施包括化疗、减停免疫抑制剂、化疗联合供者淋巴细胞输注（DLI）、嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）免疫治疗等。

结果 {#s2}
====

1．患者主要临床特征和融合基因表达水平：13例患者中男7例，女6例，中位年龄11（3\~17）岁。13例患者中3例在外院初诊时未查ETV6-RUNX1融合基因，9例在外院初诊时ETV6-RUNX1融合基因阳性，1例初诊时在我院检查ETV6-RUNX1融合基因表达水平为108.9%。13例患者中移植前有6例融合基因阳性，中位表达水平为0.026%（0.010%\~1.200%），均获形态学完全缓解（CR）；移植后有7例患者融合基因阳性，第1次出现阳性的中位时间为137（28\~270）d，其阳性中位表达水平为0.034%（0.004%\~0.061%），其中4例（例2、5、6、12）出现血液学复发，中位复发时间为278（87\~803）d，移植后融合基因持续阴性的6例患者均无复发（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 13例患者临床特征及ETV6-RUNX1融合基因表达与免疫残留水平

  例号   性别   年龄（岁）   移植前状态   ETV6-RUNX1融合基因表达水平（%）                                                                                   
  ------ ------ ------------ ------------ --------------------------------- ------- ------- ------ ------- -------- ------ -------- -------- ------ ------- ------
  1      女     17           CR1          \+                                −       −       −      0       −        −      −        −        −      0       0
  2      男     11           CR2          \+                                0.030   0       0      0       0.01     −      0        121.00   1.0    0.03    0.18
  3      男     12           CR1          298                               0.010   0.034   0      0       −        0      0        0.04     59.1   46.30   0
  4      女     10           CR1          \+                                0       0       0      0       0        −      0        −        −      0.01    0
  5      女     16           CR1          109                               0.890   0       0.05   53.20   228.00   −      251.00   −        −      −       −
  6      女     10           CR2          \+                                −       0       0      0       0.04     0.34   3.00     0        0      0       0.01
  7      女     16           CR1          \+                                0       0       0      0       0        −      0        −        −      0       0
  8      男     3            CR1          \+                                0.015   0       0      0       0        −      0        −        −      0       0
  9      男     13           CR1          \+                                0       0       0      0       −        0      −        −        −      0       0
  10     男     14           CR2          \+                                0       0       0      0       0        −      0        −        −      0       −
  11     女     7            CR2          \+                                0       −       0      0       0        0      0        −        −      0       −
  12     男     5            CR2          \+                                1.200   0.004   0.07   29.80   −        −      −        −        −      −       −
  13     男     6            CR3          \+                                0.023   0       0      0       0.06     0.60   16.60    28.70    −      −       −

  例号   免疫残留水平（%）   复发   转归                                                        
  ------ ------------------- ------ ------ ------- ------ ------- ------ ------ ------ --- ---- ------
  1      −                   0      0      −       −      −       −      −      −      −   否   存活
  2      0                   0      0      0       −      0       1.18   0.03   0      0   是   死亡
  3      0                   0      0      −       −      0       0      −      1.19   0   否   存活
  4      0                   0      0      0       −      0       −      −      0      0   否   存活
  5      0                   0      9.87   10.80   −      39.55   −      −      −      −   是   死亡
  6      0                   0      0      0       0.02   0.09    0      0      0      0   是   死亡
  7      0                   0      0      0       −      0       −      −      0      0   否   存活
  8      0                   0      0      0       −      0       −      −      0      0   否   存活
  9      0                   0      0      −       0      −       −      −      0      0   否   存活
  10     0                   0      0      −       −      0       −      −      −      0   否   存活
  11     0                   0      0      −       0      0       −      −      0      −   否   存活
  12     0                   0      3.54   −       −      −       −      −      −      −   是   死亡
  13     0                   0      0      0       0      1.43    4.66   −      −      −   否   存活

注：CR：完全缓解；+：融合基因定性检测阳性；−：未检测

2．移植后ETV6-RUNX1融合基因水平与其他MRD监测指标的相关性：6例患者移植后ETV6-RUNX1基因阳性2次以上，在各时间点检测该融合基因的同时，还进行了骨髓形态学、FCM、WT1基因水平检测。移植后ETV6-RUNX1阳性与FCM、WT1结果对比见[表2](#t02){ref-type="table"}。同一标本中FCM与ETV6-RUNX1基因均检测共78例次，所有患者出现免疫残留阳性时ETV6-RUNX1基因均阳性。同一标本中WT1与ETV6-RUNX1基因均检测共50例次，其中共16例次ETV6-RUNX1及WT1表达双阳性。ETV6-RUNX1基因检验血液学复发的敏感度为1.00，特异度为0.854，最佳检验界值为1.275%。

###### ETV6/RUNX1融合基因检测与流式细胞术（FCM）、WT1基因检测结果的相关性分析（例次）

             ETV6-RUNX1（+）   ETV6-RUNX1（−）
  ---------- ----------------- -----------------
  FCM（+）   24                0
  FCM（−）   21                33
  WT1（+）   16                1^a^
  WT1（−）   16                17

注：同一标本中FCM与ETV6-RUNX1基因都检测共78例次；同一标本中WT1与ETV6-RUNX1基因都检测共50例次；^a^WT1基因水平为0.72

3．临床干预/治疗措施对ETV6-RUNX1融合基因水平的影响：4例患者（例2、3、6、13）在移植后融合基因阳性时给予抢先干预。

例2在+135 d时融合基因阳性未干预自行转阴，3个月后ETV6-RUNX1又升高至121.00%，同时FCM检测阳性，未干预自行转阴，但之后融合基因水平持续升高至120.2%（+309 d），同时免疫残留水平为1.45%，给予DLI仍未能阻止其血液学复发。复发后换用hyper-CAVD（环磷酰胺、多柔比星、长春新碱、地塞米松）-B方案化疗联合DLI后1个月复查获CR，FCM检测阴性、融合基因水平下降。DLI后2个月再次血液学复发，融合基因水平为132.7%，免疫残留水平为14.84%，WT1基因水平为3.1%，再次给予化疗联合DLI仍无法达到CR。于第1次移植后768 d进行二次移植，二次移植后472 d出现融合基因阳性，给予CODP（环磷酰胺+长春新碱+柔红霉素+泼尼松）方案化疗后一度转阴，最终中枢和骨髓复发，放弃治疗后死亡。

例3在+30 d时融合基因阳性未干预自行转阴，+210 d再次阳性（0.04%），未干预，1个月后升高至59.1%，给予化疗（盐酸伊达比星+环磷酰胺+硫酸长春地辛）联合DLI干预有效，融合基因再次转阴。

例6在+135 d出现融合基因阳性（0.04%），未干预，+150 d升高至0.34%同时FCM检测阳性，给予化疗（大剂量甲氨蝶呤+硫酸长春地辛）联合DLI无效，此后间断给予5次化疗（依次为大剂量阿糖胞苷+依托泊苷+培门冬酶，阿糖胞苷，大剂量阿糖胞苷,大剂量甲氨蝶呤+硫酸长春地辛，大剂量阿糖胞苷）和4次CAR-T治疗，融合基因持续低水平表达。末次CAR-T治疗后表达水平为0.92%，给予化疗（大剂量阿糖胞苷）干预后外周血融合基因表达水平上升至40.1%，最终死于血液学复发。

例13在+135 d时融合基因转阳（0.06%），未干预，180 d时融合基因表达水平持续上升至16.60%，给予化疗（甲氨蝶呤+培门冬酶）联合DLI后无效，210 d时融合基因水平上升至28.70%，免疫残留为4.66%，目前再次给予化疗（阿糖胞苷+依托泊苷）联合DLI干预，疗效尚未评估。

2例患者（例5、12）在融合基因转阳后未干预，而后血液学复发。例5在+60 d时融合基因转阳，未干预，+90 d血液学复发后给予化疗（依托泊苷+异环磷酰胺+培门冬酶）联合DLI治疗后无效，最终复发死亡。

例12移植后1个月融合基因持续阳性，未干预，+90 d时融合基因表达水平为29.80%，免疫残留为3.54%，患者放弃治疗，最终复发死亡。

例4在+270 d融合基因为0.01%，未行干预，3个月后复查自行转阴，截至随访结束融合基因持续阴性。

讨论 {#s3}
====

既往的研究显示，以FCM检测免疫残留和白血病特异性融合基因/非特异性基因（如WT1）的检测作为检测MRD的手段，移植前MRD是移植后复发的独立危险因素性[@b11]--[@b12]。本研究结果中，移植前6例ETV6-RUNX1融合基因阳性患者中5例移植后出现阳性，其中3例死于复发，1例暂未复发，1例抢先干预有效。移植前融合基因阳性的患者复发率和移植后融合基因再次转阳率明显高于移植前阴性者。虽然此前的报道提示ETV6-RUNX1融合基因是预后较好的ALL类型[@b3]--[@b5]，但我们的研究结果表明，伴有ETV6-RUNX1融合基因的患者化疗后融合基因未能转阴，即使行allo-HSCT预后仍不如化疗后融合基因转阴组，这一结果与近期Lee等[@b13]以亚洲人群为研究对象的报道相符，但是这一结论仍需更大的样本量验证。

赵玮婷等[@b14]报道采用RQ-PCR检测ETV6-RUNX1融合基因作为MRD监测的方法，较常规骨髓细胞形态学、FCM检测具有更高的敏感度，能早期预测复发。Lee等[@b13]以首次诱导化疗后30 d ETV6-RUNX1融合基因表达水平\>0.1%为判断MRD阳性的标准，结果显示MDR阳性是影响患者EFS的独立因素。但移植后该基因是否能作为判断MRD阳性指标预测复发尚未见报道。我们的研究结果显示，移植后ETV6-RUNX1融合基因阳性的患者首次阳性时融合基因的表达水平都较低（\<0.1%），首次ETV6-RUNX1基因阳性到血液学复发的间隔较长\[196（28\~666）d\]；除例5在移植后早期迅速复发，其余患者融合基因上升速度平缓且有反复，可能与患者移植后免疫重建恢复的快慢有关，给抢先干预留下了时间窗。

免疫残留作为B细胞ALL MRD监测指标的临床意义已获得肯定[@b14]。在本研究中，我们观察到ETV6-RUNX1融合基因和免疫残留存在一定的相关性，且融合基因阳性早于免疫残留，说明该融合基因可作为该类型白血病患者移植后MRD监测更为敏感的指标。此外，除1例次ETV6-RUNX1融合基因阴性而WT1阳性，但WT1表达水平较低（0.72%）特异性不足，其余例次中融合基因阳性早于WT1，从另一个角度提示特异性基因的敏感性优于泛白血病基因。因此，ETV6-RUNX1融合基因可作为移植后MRD的监测指标，并具有更高的敏感性和特异性。

在我们的研究中，由于未明确移植后监测该基因的临床意义，对移植后ETV6-RUNX1融合基因阳性患者干预的时机和方案不同，但可以看出移植后该融合基因阳性即使表达水平很低也明确预示着复发，分子生物学持续不缓解的患者预后不佳，这一结果与文献[@b16]的报道相符。因此，低水平分子生物学复发时合理干预可能更有意义。

综上，伴有ETV6-RUNX1融合基因的ALL儿童患者如移植前融合基因阳性，移植后再次阳性的概率较高，移植后阳性提示预后不良。本研究结果提示通过RQ-PCR法检测ETV6-RUNX1融合基因可作为移植后监测该类型白血病MRD的方法之一，因而建议移植后密切监测ETV6-RUNX1融合基因，临床上可根据该基因水平变化给予复发干预，而抢先干预的时机及何种干预方式能最终改善患者预后，仍需更大样本的临床研究和更长时间的随访来证实。
